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論文内容要旨
 予定前肢/後肢領域の細胞がそれぞれ前肢/後肢の細胞に分化する前の拘束(指定と決定)の過程は自律的
 に進行するのか,それとも他の組織からの影響下で進行するのかはこれまで不明であった。本実験の目
 的は,各予定肢芽領域の細胞の拘束の過程がどのように進行するのか,またその過程に組織間相.圧作用
 が関係するのかを明らかにすることである。この目的のために,ニワトリ胚を用いた一一連の組織の異所
 的移植や組織の単離培養,および組織の共培養実験を行った。また,各予定肢芽領域においてそれぞれ
 特異的に発現する丁厭嗣を前肢/後肢の細胞の分化マーカーとして用いた。
 第/章においては,各予定肢芽領域の細胞の拘束(指定と決定)の過程がどのように進行するかについて
 調べた,。まず,予定前肢/後肢領域における丁旗印4の発現開始の正確なタイミングをRT-RCR法を用いて観
 察し,その結果どちらの遺伝子の発現もそれぞれの予定肢芽領域において発生段階13から開始すること
 を示した。つま西)Tbx詔の発現をそれぞれ前肢/後肢identityの表現型として据えれば,それらはどちらも
 発生段階13に表れ始める一、また各予定肢芽領域の単独培養実験からは,発生段階9の予定前肢/後肢領域が
 培養後においてもそれぞれTbx嗣を強く発現するため,前肢/後肢identityの指定(それぞれの肢への運命付
 け)は発生段階9よりも前に起こることが示唆された,、また予定前肢/後肢領域をそれぞれ後肢/前肢レベル
 の一LE中線上へ移植する実験では,1り定前肢領域の運命は発生段階9以降変わらないが,予定後肢領域の運
 命は発生段階!2/!3以前では変わりうると考えられるので,前肢identityは発生段階9より前に,後肢identity
 は発生段階工2/爲にそれぞれ決定されることが示唆された1、これらの結果から,前肢identityは発生段階9よ
 り前に指定,決定され,発生段階13に丁瓜5の発現として表現型が表れること,■・方で後肢identityは発生
 段階9より前に指定,発生段階!2/i3に決定され,発生段階!3にTbx4の発現として表現型が表れると考えら
 れる.これらのことから前肢/後肢klemityの拘束のされ方のタイミングが異なること,すなわち前肢では
 決定されてから表現型の発現までの時間が長く、後肢では決定と表現型の発現がほぼ同時期に起こるこ
 とが示唆された一■,
 第i章の結果より,Iil∫肢/後肢idelltityの決定に他の剰.織からの影響が関∫」一することを示唆する結果(移柚i
 実験の結果)を得たため、第2章では,前肢/後肢identityの決定にどの組織が関'ノ'するのかを解析した一一1つ
 定後肢領域と前肢レベルの中軸組織との共培養実験から,前肢レベルの中軸組織がTbx5の発現を促進し,
 丁厭4の発現を抑制する能力をもつこと,更に1つ定後肢領域と前肢レベルの体節との共培養実験から,そ
 の能力は前肢レベルの体節によって担われている可能性が示唆された.その可能性を更に検証するため
 に行った,発生段階、およびレベルの異なる沿軸中胚葉(体節もしくは体節板)を後肢レベルの予定体節領
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Y 域へ交換移植した実験から,首,前肢,脇腹レベルの沿軸中胚葉はTbx5を誘導し,Tわx4の発現を抑制す
 る能力をもつことが示唆された。一一方で予定後肢領域とその近傍の後肢レベルの中軸組織との共培養実
 験から,後肢レベルの中軸組織は丁厭5の発現を抑制する能力をもつことが示唆された。正常発生におい
 ては首,前肢,脇腹レベルの沿軸中胚葉はTbx5の発現誘導とTbx4の発現抑制を通して前肢iden重ityの決定
 に,また後肢レベルの中軸組織は丁厭5の発現抑制を通して後肢ldenti童yの決定に関与すると予想される、、
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響 論文審査の結果の要旨
 前肢と後肢のアイデンティティーはそれぞれTbx5,Tbx4によって決まる、本論文はこれらの転写因子
 の発現調節機構の解明を[的としたものである、,
 ニワトリ胚のさまざまな発生段階の予定前肢域と後肢域を単独培養し,Tbx5,Tbx4の発現を調べるこ
 とによって,前肢,後肢への指定は発生段階9以前に起こることを明らかにした。またこれらの領域を
 後肢レベル/前肢レベ1レへ移植した際,Tbx5,Tbx4の発現が変化するか否かによって,前肢への決定は
 発生段階9以前に,後肢への決定は発生段階12/13に起こることを明らかにした。
 次にこれらの領域を中軸組織と共培養して,Tbx発現の変化を調べた,,その結果,予定後肢域を前肢レ
 ベルの中軸組織と培養すると,Tbx5の発現が促進され,Tbx4の発現が抑制された。さらに共培養の結果,
 中幅組織のうちで沿軸中胚葉がこれらの制御を行っていると考えられたので,さまざまな発生段階,レ
 ベルの沿軸中胚葉を後肢レベルの予定体節域に移植した。その結果,首レベルから脇腹レベルまでの沿
 軸中胚葉はTbx5発現を誘導し,Tbx4発現を抑制することが明らかになった一,また予定後肢領域を後肢レ
 ベルの中軸組織と其上1}養した結果,後肢レベルの中軸組織はTbx5の発現を抑制していることが示唆され
 た。
 これらの結果から,IE常発生において,前肢レベルの沿軸中胚葉はTbx5の発現誘導とTbx4の発現阻害
 によって,前肢の決定に,後肢レベルの沿軸中胚葉はTbx5の発現阻害によって,後肢の決定に関与して
 いることが初めて示唆された,
 この論文は,著者が自立して研究活動を行うのに必要な高度の研究能力と学識を有することを示して
 いる⊃
 したがって,斉藤大介提出の博lf論文は,博ヒ(理学)の学位論文として合格と認める一,
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